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I はじめに
作物の土壌伝染病の研究や効果的な防除法の確立には土獲に生息じている病原菌を的確
に検出，定量する必要がある.このため今日まで病原菌の種類やその性質に応じて種々の
!6.21，22) 
検出，定量法が考案され，実用に供されている .しかしながら土壌中で病原菌は多く
の種類の微生物群と共存しており， しかもその数は土壌 1C;あたり 10'-lcJの程度と少な
いた4例特異的に検出，定量することは困難なことが多い.
3，33) -. .rl .. "U •• _ ，_ ，~. . _......_12，ぉ)
軟腐病菌の場合，選択培地による希釈平板法， 感受性作物の生柔組織め利用，
鐙光抗体反応、を利用する方法14);ゥ:ある. しかし特異性や技術的な点からこれらの方法で検
出，定量が可能なのはおおよそ1ぴ以上の菌数(土壌1C;あたり，以下同じ)のときにかぎ
られさらにその精度をたかめることが要請されている.
主ころで宿主特異性のたかし、フアージがインゲン種子中の葉焼病菌 Xanthomonas pha-
seoJill)， かさ枯病菌Pseudomonasphaseolicola10)の検出に用いられ，これらの病原菌
が種子伝染することが明らかにされた.その後イネ自棄枯病菌xanthomonasoryzaeでは
位、 36，40)
フアージで検出仰と同時に定量 もできることが報告されている.最近フアージが土壌
中の病原菌の検出，定量にも欄な手段になりうることが示唆されてい♂，21) このこと
から土壌中の軟腐病菌においてもフアージを導入することにより検出，定量の精度をさら
にたかめうることが期待される.
以上のことから本報ではフアージによる土演中の軟腐病菌の検出法について検討したの
で報告する.
本報告をまとめるにあた.りご校聞をいただいた本研究室後藤岩三郎教授，実験にいろい
ろ御協力下った斎藤澄子氏， フアージの電顕写真撮影に御配慮をいただいた東北大学農学
部江原淑夫氏の各氏に感謝する.また本研究の 1部は昭和 49年度文部省科学研究費の補助
をうけて行なった.ここに記して謝意を表する.
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E 材料jコミよび一般的方法
1 培地
ブイヨンで試験管に 10rn.O宛分注して用いた.
2. 培養法
静置矯養
3 フアージ
1971年11月山形県櫛引町丸岡30) 1972年 10月鶴岡市小真木および印73年 7月岡市高
坂でハクサイの軟腐病々斑より分離したものである. 各々フアージ16)(Apと略す，以
26) 
下同じ)， フアージB(Bpr; およびフアージc(cp)として用いた.なお Apは大型の
透明な溶菌斑を稽威し流合性であるが Bpは小型のやや不透明な溶菌斑で不流合性である.
cpはpinhole typeの溶菌斑を形成する. Ap， Bpの電顕写真を第1図に示した.なお
cpはブアージの宿主範囲に関する実験にのみ供試した.
第1図 フアージの電顕写真
4. 供試の軟腐病菌
_~ _ h .26) ~26) 
各フアージが分離された病斑から分離したフアージの指m菌で、各々 A-'，B'， Cとして用
L 、た.
6. フアージ液および軟腐病菌の接種源の調整
各々指示菌 1白金ヰを 10m.Oの培地に接種した.25・0で約 5時間培養後溶菌斑の部分を
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加え 1夜培養した. シャンパーランド型炉過器で炉過し炉液をフアージ液とした.これは
107_ 1d'/mi?のブアージ数(plaqueforming unit)を含み適宜希釈して用いた.軟腐病菌
は 10mi?の培地に1白金耳接種し 25'0で24時間培養した.生理食塩水で希釈し接積源と
した.
a フアージ数および軟腐病菌の菌数の計数
司31)
各々溶葱斑計数法 '希釈平板法で行ない 0.05msおよび1m必あたりの数で表示した.
培地は軟腐病菌および色素耐性菌には変法ドリガルスキー培地~):J:壌細菌(全菌数)には
アルブュミン寒天培地を用いた.溶菌斑形成はブイヨン寒天培地で行ない培養温度はいず
れも 25 ・C としk.~0)
τ土壊およびほ場
土壌は本学部構内の附属農場(埴壌土， pH 6.32)と鶴岡市南坂(砂壌土， pH6.58)の野
菜畑から採取した.殺菌土壌，土壌反応の調整は菊本の方法3 によった・ハクサイ(松島
交配新 6号)はこれらのほ場に既報の方法制で栽培した.
a土壌懸濁液の調整と軟腐病菌の検出法の検討
土壌1r;をlOmi?の培地に加え充分振とうしたものを土壌懸濁液とした.この懸濁液に
軟腐病菌と同時にフアージを糊してその後の増益0，35)を種々調べフアージによる軟腐病
菌の検出法の有効性を検討した.
この他の個別的な方法はその都度のべることにする.
E 結 果
1. 閉鎖系における軟腐病菌とフアージの増殖
先づ閉鎖系での軟腐病菌とフアージの増殖を調べた.
(1 ) 添加時の菌数の差異と増殖
軟腐病菌の添加時の菌数を 1mi?あたり10'，10"10'のレベルとし各々の菌数の変動を調
べた.第2図のようにA，Bともに10'の場合は約3時間の誘導期の後対数期に入った.
1d，105の菌数では誘導期が短かく 3時間ですでに対数期に達した.しかし 21-24時聞に
はいずれも 107の菌数で、定常期に達した.
(2) フアージの増殖
(1)と同じ菌数の病原菌と同時にフアー
ジを添加しその変動を調べた(第3図). 
添加菌数が 10'では9時間， 10'では4-
5時間でフアージは増殖しいずれも菌数
が 10'以上に達する時期に相当した.10' 
の菌数では3時間以内に増殖した. しか
し添加時の菌数に関係なく24時間で定常
菌 7
吉日
ズ'f
数 5
1音 4
I也
T13 
た 2
~1 
?
????
?
」
? ?『????
??
?
???
??
??
?
?
349 
34 山形大学紀要(農学)第7巻第 3号
期に達し Apで10'，Bpで107 の数であ
った. この場合軟腐病菌は溶菌されるた
め第2図のような増殖はみられなかった.
しかし24時間以後培地はかなり混濁し10'
-10'の生菌数が検出された.これらの
集落を無作為に50個とりフアージ感受性
を検定したところ非感受性のものもあっ
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た・すことは軟腐病菌の中にフアージ 第 3図糊欄の添加菌数の
耐性菌が出現していることを示してお 差異とフアージの増殖
りA，Bの両菌で同じ結果が得られた .一一.nX10'0一一OnXI0' 会一一会nX 10' 
(3)添加時のフアージ数の差異と増殖
軟腐病菌を 102の数で、培地に添加しそ
の変動を調べた.同時に各々 102，10'， 10' 
?
?
?
?
????
??
????
の数のフアージ(この場合lmsあたり)
を含む培地に 10'の数の軟腐病菌を添加 li3 
した区を設け添加時のフアージの数と増 f 
殖との関係を調べた(第4図).両フア
ージとも添加時の数に関係なく菌動向O' 第4図添加時のフアージ数の差異と増殖
以上に達す3-6時間で増殖がおこった. .一一一・軟腐病菌数 。一一一0フアージ数
2. フアージの生存と増殖におよほす土壌の影響
土壌中の軟腐病菌をフアージで検出するにはその土壌懸濁液にフアージを添加して一定
条件下で培養する.この場合閉鎖系と異なりフアージの生存や増殖は土壊の影響を種々う
けると考えられる.このことを明らかにするため土壌懸濁液中で、のフアージの生存と増殖
を調べた.フアージの増殖は 102の数の軟腐病菌を同時に添加して調べた.
(1 ) 実験条件を決定するための予備実験
土壌懸、濁液中のフアージを正確に計数するための条件を若干検討し併せてフアージ増殖
の適温を調査した.
l 遠心分離操作
溶菌斑計数法で、土壌懸、凋液中のフアージ数を計数する場合土壌細菌も集落を形成するた
め溶菌斑の判別が困難となる.このため土壌細菌をできるだけ除去する必要がありこれま
で種々の方y.i5，27 ，35)がとられている. この中でもっとも普通にとられるのは遠心分離操作
である. しかしフアージの種類や系統によってはこの操作で沈殿し溶菌斑数が変動する9)
この変動は本フアージでもおこることが予想されるので検討した.
フアージを含んだ 20msの培地を冷却遠心機を用い種々の回転数で10分間遠心分離した.
直ちに上澄液中のフアージ数を調べ第 1表にまとめた.河フアージとも 3800-7500 G， 
10分間程度の遠心で沈殿することはなかった.20msの土壌懸濁液でも同じ結果であった.
1方上澄液中の細菌数は回転数の増加とともに減少し 3800-7500 G， 10分間の遠心分離
で 10
7から 10
4
- 10'のレベルに低下した.
30) 
溶菌斑形成に要する時聞は 25'0でApが 4時間 Bpが7時間である. これに対して
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土壌細菌はおおよそ15-17時間で集落を
作る.これらの結果から本研究を通して土
壌懸濁液中のフアージの計数は 3800G，10 
分間遠心分離した上澄液を用(，¥， 10-12 
時間後の溶菌斑で行なうことにした.
第 1表遠心分離操作とブアージ数
フアー ジ数(0.05msあたり)
i 培養温度
土壌懸濁液に軟腐病菌とフアージを加え
20， 25，30'0の各温度で培養した.第2
表のように 20'0と25'0では 24時間にAp
で 10'，Bpで10'の数に達した. しかL30・c
では両フアージとも増殖しなかった. これ
らの結果から本研究における土壌懸濁液の
培養温度はすべて 25'0とした.
(2) 土壌細菌および軟腐病菌の増殖と
pHの変化
Ap 
Bp 
回転数G
(10分間)
。
700 
2000 
3800 
7500 
O 
700 
2000 
3800 
7500 
ブイヨン
1 2 
178 225 
201 208. 
180 243 
174 239 
157 201 
472 452 
451 490 
450 448 
440 450 
432 441 
土壌および殺菌土壌の懸濁液に軟腐病菌 供試土壌:高坂土壌
土壌懸濁f夜
1 2 
151 180 
158 177 
140 148 
146 163 
156 170 
620 442 
598 390 
603 388 
628 430 
607 381 
を加えた， 25・Cで培養し懸濁液の細菌数と 土壌細菌数(懸濁液1msあたり)，:全菌数
7.0 X 10'，色素耐性菌数 3.1X10'
pH (日立一堀場M-5型 pHメーター使用)
を測定した(第 3表)，土壌懸渇液では細菌数が 10'_106から 10"-1d'に増加し pHは低下
した. しかL殺菌土壌の懸濁液や土壌無添加の培地では軟腐病菌が 10"から 10"に増殖した
が pHの低下は微弱であった.この土壌懸濁液の pHの低下は土境細菌の増殖と関連して
いると考えられる.
第2表 土壌懸濁液中でのフアージの増殖と培養温度
培(養'0温)度
フアージ数 (0.05msあたり)
O 24 48 
20 1.0 X 10' 1.4 X 10 2JX10 4
2 • 4 Ap 25 1.1 X 10 7.8 X 10 9.5 X 10 
1.0 X 10' 
o o 
30 2.5 X 10 < 10 
2 5 5 
20 3.4 X 10 4.3 X 10 1.4 X 10 
2 s 5 
Bp 25 3.6 X 10 6目7X 10 4.9 X 10 
3.8 X 10 
2 
く 10o 30 6.4 X 10 
供試土壌:高坂土壌
土壌細菌数(懸濁液1msあたり):全菌数 7.9X 10'，色素耐性菌数4.3X1ぴ
添加した軟腐病菌数(懸掲液1msあたり):A3.5X10' B:4.2XlO' 
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o < 10 
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第 3~受土壌細菌および軟腐病菌の増殖と培地の pHの変化
土壌添加
高 坂 土 壌 農 場 土 壌
O 24 48 72 。 24 48 72時間後
殺菌土壌 7.05 6.80 6.95 7.18 7.39 7.27 7.31 7.38 
A 非殺菌土壌 7.22 6.60 6.53 6.72 7.42， 6.80 6.66 6.70 
無添加 7.38 7.29 7.27 7.48 7.42 7目29 7.31 7.42 
殺菌土壌 7.22 6.99 7.03 7.20 7.39 7.22 7.25 7.30 
B 非殺菌土壌 7.20 6.67 6.50 6.77 7.40 6.63 6.50 6.61 
無添加 7.40 7.24 7.33 7.40 7.41 7.29 7.31 7.42 
土壌細菌数(懸潟破1m.eあたり):高疲土壌 :全菌数 1.3XI0: 色素耐性菌数 6.2X1d
農場土壊全菌数 8.3XI0~ 色素耐性菌数 4.5 X 105 
添加した軟腐病数(般渇液lmOあたり):A 3.2XI02， B 7.1X1Q2 
(3) 土壌懸濁液中てのフアージの生存
土壌および殺菌土壌の懸濁液にフアージを添加しその生存をしらベた. 第4表に示した
ように土壌懸濁液では 24- 48時間で約50%程度フアージ数が減少した.しかしその他の
区ではほとんど変動はみられなかった.
第4表 土壌懸濁液中でのフアージの生存
フアージ数 (0.05m.eあたり)
土壌添加 同 坂 土 壌
O 24 48 72 
殺菌土壌 221 192 187 170 
Ap 非殺菌土壌 292 171 144 156 
無添加 249 179 190 203 
殺菌土境 363 310 362 323 
Bp 非殺菌土壌 371 329 232 180 
無添加 241 221 230 220 
土竣細菌数，軟腐病菌数は第3表と同じ
(4) 土壌懸溜液中ての軟腐病菌とフアージの増殖
l 軟腐病菌の増殖
農。 24 
266 232 
424 303 
365 327 
500 411 
401 382 
445 392 
場 土 壌
48 72時間後
214 246 
101 119 
317 339 
406 392 
201 182 
474 444 
土壌懸濁液に 10
2
の数の軟腐病菌を添加した.25・Cで24時間培養後懸渇液の 1ずとfd
の希釈液 0.2m.eをハクサイ中肋切片に接種した.方法は既報2切の通りである.第5衰のよ
うに 24-48時間で軟腐症状がみられた. これらの病斑から軟腐病菌を分離しフアージ感
受性を検定したがし、づれも溶菌斑を形成し、添加した菌と問ーであることが確認された.こ
のように 1す， Ib4の希釈液で・軟腐がおこったことは土壌懸濁液中で軟腐病菌が 103~10‘の数
に増殖していることを示すものである.
1 フアージの増殖
土壌懸渇液を培地で 10倍段階に希釈し 1万(原液)， 1ず， 白'倍希釈の懸濁液を調整し
た.その中の土壌細菌数は各々 10'， 10' ， 10'の数であった.これらの懸濁液を用いフアー
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ジの増殖に対する土壌細菌数の影響をしらベた(第6表). フアージや土壌によって多少
の違いはあるが細菌数の多少で24時間後のフアージ数に大きな差異はなかった.
第5表 土壌懸濁液中での軟腐病菌の増殖
軟種腐液病菌数
腐 敗 率(%) 分離菌株のプアー ジ感受性
(懸 1m!) M 時間後 48時間後 供試菌株 感受性あたり -， ， ' -， 同 4 菌株10 10 10 10 
A: 6.1 X 10
2 100 100 100 100 10 10 
高坂 土壌 B : 4.4 X 102 50 O 100 50 10 10 
無 添 力日 O O 。 10※ 
A: 6.1 X 102 100 100 100 100 10 10 
農場土壌 B: 4.4 X 102 50 O 100 100 10 3 
無 添 加 。 。 O O 
※ 汚染による腐敗を示す.
土壊細菌数(懸濁液1msあたり):高坂土壌全菌数 6.1X10'，色素耐性菌数1.1X 10' 
農場土壌:全菌数 2.1X10.，色素耐性菌数 3.9X10' 
第6表 土壌懸濁液中でのフアージの増殖
培
フアージ数 ( 0.05肌必あたり)
養 Ap Bp 土壌細菌数 時 軟腐病菌数 軟腐病菌数
閣
6.8 x1d 6.8 X1O' 無添加 5.4Xl(f 
1.5 X 10' 
。1.4 x1d 1.0 X102 1.2 X 102 2.3 X 1 0'
24 1.0 X 10' 1.2 XlO" 3.9 X Jd 1.2 X 1 O.
O 1.4X1d 1.6 X 102 2.3 X 102 
1.5 X 102 
2.8 XI0' 1.5X10' 1.8 X 106 24 
高坂土壊
O 1.4 X ld 1.6X 10
2 
2.7 X 10' 
1.5 X 100 
1.1 X 10' 1.8XIO' 1.1 X 10' 24 
O 1.3 X 10' 9.0X1o' 2.1 X 10' 
無添加
1.6 X 10' 1.4X10' 1.5 X 10. 24 
4.0 X 10' 
。1.8 X1Q2 1.8 X 10' 1.3X1o' 2.2 X 102 
24 4.0XlO' 1.4 X 10' 1.1 X10
2 
2.4X10' 
4.0 X 10' 
O 1.7Xlo' 1.8X102 3.9 X 10' 
24 3.8 X10' 5.1 XlO' 4.1X10' 
差是場土壌
1.8 XlQ' 1.8 X 10' 4.4 X10' O 
4.0 X 10' 
7.5X10' 1.1 X 10' 3.6X 10' 24 
O 1.5 X 1ci' 1.5 X102 7.6 X 10' 
無添加
24 6.4 X 10' 1.8XlO' 4.0 XlO' 
土壌細菌数，軟腐病菌数は懸濁鞭1msあたりの数である.
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5.4 X 10' 無添加
22 X 10
2 2.4 X102 
1.0 X 106 1.0 X102 
3.2 X 10
2 
1.5X10. 
3.0X 10' 
1.2 X 10. 
3.0 X 10
2 
4.8 X 10. 
2.2X 10' 6.1 X 102 
4.0XlO' 3.1 X102 
4.0 XlO' 
3.7X10' 
4.4 X 10' 
5.1 X 10' 
7.6X102 
7.0 X 10' 
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高坂土壊
フ
7 L6i AP 
数にの U
24 
懸 3
濁
液 2
O，05ml 
あ 1
のフアージの増殖を比較してフアージの 5 1 ぃ
12 24時間
増殖に対する土壌粒子と土壌微生物の影 第5図土壌懸渇液中でのフアージの増殖
響を検討した(第7表). ひー --onX101 .. 一.nX103 A-一色対照区
殺菌した懸濁液や上澄液中のフアージ数はし、ずれも非殺菌のそれより多かった. このこ
とからフアージの増殖は土壌粒子より土壌微生物の影響を強く受けると考えられる.
つぎに懸濁液中の軟腐病菌数を101，10' 
にし各々についてフアージ増殖の時間的
な推移を調べた.第 5図のように両フア
ージとも 1dの菌数では 12時間， 103，の菌
数では 6時間で増嬢がおこった.24時間
後のフアージ数は 1dの菌数で Apおよ
び Bpが各々 10'， 1 O~ 菌数が 10"の場合
には両フアージとも 10'の数に達した.
i フアージの増殖に対する土壌粒子
と微生物の影響
土壌懸、褐液を遠心分離し(500 G， 5分)
上澄液 10msを試験管に分注した.この
中には微細な土壊粒子が浮遊して混濁し
ていたが細菌数は懸碕液と同じ 10'のレ
ベルであった.同様に調整したものを殺
菌(120'0， 30分)した. これらの非殺菌
および殺菌した土壌懸濁液と上澄液中で
?? ??????
??
?
，??
?
?
???????????????
??
?、?
?
←一一→
6 
←一一一←→Hー
12 24時間6 
ト一一 ' 12 24 0 。
農場土壊
Bp 
トー・
ノデ同 / 
第 7表 フアージの増殖におよぼす土壌粒子および土壌微生物の影響
フアージ数(0目05msあたり)
軟腐病菌 土壌の処理 Ap Bp 
O 12 24 O 12 24時前jt
土壌懸濁液 1.7 X 102 1.7 X1Q3 3，5 X 10' 1.8XHf 3D X] 0' 1.1 XlO' 
" 上澄液 1.8 X10
2 
2，6 X103 1.0 X10' 2.1 X 10' 6，0 XlQ' 8，3X10' 
添加区 殺菌土壌懸濁液 1.7 X102 2，0 XlQ' 6，7 X 10' 1.8 X10' 4.0×1Oe 2.2 X 107 
" 上澄液 1.9 X102 1.6 X1Q4 1.1 X10' 2，1 X 102 6，0 XlO' 3，7 X 10
7 
フ イ ヨ ン 2.3 X1Q2 1.5 X104 6.5 X10' 2.0 X 102 3O ×106 1.5 X]07 
土壌懸濁液 2.3 X102 1.0 X 10
2 
9.0 x1d 1.8 X 102 1.0 X 10
2 
1.0 X 10
2 
" 上澄液 2.0 X 10
2 
1.8 X 10
2 
6.6 X 1d 2.1 X 102 1.4 X 102 1.1 X102 
無添加区 殺菌土壌懸渇液 1.9X102 1.6 X 102 1.5X10' 2.5 X 102 1.7X 102 1.9X10
2 
" 上澄液 1.8 X1Q2 1.9 X 102 2.0 X102 1.4 X 102 1.6 X 102 1.7X10
2 
フ イ ヨ ン 2.2 X102 1.8 X 10' 2.4 X10
2 
2O ×102 2.0 X1Q2 2.6 X 102 
供試土壌:高坂土壌
土壌細菌数(懸濁液1m必あたり):土壌懸濁液全菌数 5.1X 10' 色素耐性菌数 4.0XlO' 
土境上澄液 全菌数 2.0X10' 色素耐性菌数 3.1X 1 d 
添加した軟腐病菌数(懸濁液1msあたり ):A1.8X1o'， B 5.4 X 102 
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(5) 採取地が異なる土壌の懸濁液てのフアージの増殖
1974年 10月鶴岡市周辺の数ヶ所の野菜畑から土壌を採取した.細菌数， pHを測定後各
々懸濁液を調整しフアージの増殖を比較した(第8表)， 24 - 48時間後のフアージ数は
10'-10'で土壌間でとくに大きな差異はなかった.
第8表採取地が異なる土壌の懸渇f夜中でのフアージの増殖
色素歯耐
フアージ数 (0.05msあたり)
採取地 裁第作物 土性 pH 全趨勢性数 Ap Bp 
(XlO'ち (x1o'ち O 24 48 O 24 48時間後
高 坂ネ ギ砂織土 6.28 3.7 1.8 1.3 X 10' 1.3 X 10' 0.8 XlO' 2.0 X10' 6.1 X 10' 3.1 X10' 
1 ハクサイ 1 5.45 1.6 0.7 1.6X10' 1.2 X 10' 1.0 XlO' 1.6 X 10' 7.1 X 10' 6.0 X10' 
F付属農場 牧 草埴壊土 6.16 5.4 2.0 1.5 XlO' 0.lX10' 0.3 XlO' 1.6X10' 4.4 X 10' 3.9 X10' 
下山添 ハクサイ 砂犠土 5.58 5.1 2.7 2.0 X 10
2 
0.6X10' 0.4 XlO' 1.7 X 10' 9.1 X 10' 6.2 XlO' 
1 砂土 6.76 7.0 1.0 1.6X10' 1.0 X 10' 1.1 XlO' 1.2 X 10' 5.0 XlO' 3.0 XlO' 
山添丸岡 ハクサイ 砂犠土 6.94 3.8 1.9 1.4 X 1 0'1.0 X 10' 0.7 XlO' 2.0 XlO' 4.8 X 10' 5.9 X1O' 
小真木 ダイコ y組織土 5.68 3.3 1.1 1.9 X 10' 1.1 XlO' 0.9 X10' 1.2 x1d 8.1 X 10' 8.0 X 10' 
(6) 飢餓状態の軟腐病菌とフアージの増殖
一般に土壌で細菌は飢餓状態にあるといわれている.この状態はフアージの増殖に対し
てなん らかの影響をあたえることが推定される.こ のことを確めるため次のように保存し
て飢齢伏態にした軟腐病菌防を土壊懸濁液に加えフアージの増殖に対する影響を調べた.
(a) 殺菌土壌で培養し約 13'0で1年間保存
(b) 約 13'0で生理食塩水に3ヶ月間保存
(c) 対照区.ブイヨンで24時間培養直後
第 9表のように軟腐病菌の飢餓状態によってフアージの増殖がとくに遅延したり抑制さ
れることなしむしろ高坂土嬢のように促進される例がみられた.
第9表 飢餓状態の軟腐病菌とコアージの増殖
土地懸濁液
ブアージ 数 (0.05msあたり)
の調整に用地 軟腐病菌の保存条件 Ap Bp 
いた土 。 24 48 O 24 48時間後
殺菌土地に 1年間保存 1.6 X 10' 1.3X10' 8.3X10' 1.3 X 10' 4.5X 10' 1.9 X 10' 
高坂土壌 生理食温水に3ヶ月間保存 1.8 XlQ' 1.0 X 10' 8.1 X 10' 1.2 X]O' 1.3 X 10' 6.7 XJQ' 
ブイヨ Y で培養直後 1.8 X 10' 7.0 X 10' 7.0 X 10' 1.3 X 10' 7. Ox 10' 5.6 XlO' 
設菌土繍に 1年間保存 1.7 X 10' 1.7X 10' 2.7 X 10' 1.4 X 10' 1.8 X 10' 1.] X 10' 
農場土壌 生理食勘'./<.1こ3ヶ月間保存 2.1 X 10' 9.1 X 10' 3.0 X1ぴ 1.1 X 10' 4.0X10' 35 XlO' 
ブイヨ y で精養直後 1.6X10' 8.3 X 10' 5.1X1o'‘ 1.7X10' 3.4 X 10' 3.1 X 10' 
土壊細菌数(懸潟液1msあたり):高坂土壌全菌数4.0X 10~ 色素耐性菌数1.0X 10' 
農場土壌全菌数 5.1X 1的色素耐性菌数 3.0X10' 
軟腐病菌数(懸濁液Jmsあたり):A 2.0XlQ; B 10X10' 
車k腐病菌の保存に用いた殺菌土壌は高坂から採取した.
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(7) 軟腐病菌の菌数とフアージの増殖
フアージで検出できる限界の菌数を明らかにするため土壌懸濁液の軟腐病菌の数を各々
10
0，10'， 10'， 103としフアージの増殖を比較した.第6図にその結果を示した.Apの
場合 100の菌数では増殖しな
かったが 10'，では24-48時
間で 10'の数に達した.さら
に10"10
3の菌数では迅速に
増殖し 24時間で1(1-10'に
逮した.一方 Bpでは 100の
菌数でも 24時間で 10'に達し
軟腐病菌の存在を判定するの
に充分な数であった.10'， 10'
10'の菌数では 24時間で 10'
- 10
6 に達した.フアージに
よる軟腐病菌の検出の限!N.菌
数は菌の系統で異なり Aで10;
Bで 100である.これは懸濁
液lmOあたりの数値であるか
ら土壌1rfに換算すれば各々
10" 10'となる.
3. 7アージの宿主範囲
フ
ア
ジ 5
位
町
村 4政噌
29 柿 U
O.05ml 
あ
た 2
A， 
.'ー・ー.，唱酔..一'"喝
一.."，...町"'0. -，十.・
" " ，.' 
¥ 一，'/ .....-一一一一一ー唱，'，〆一… 
自 十一一一一一一寸
24 48 72 24 
第6図軟腐病菌の菌数とフアージの増殖
菌数:ふ一一一onXlOo 
・一一一一・ nXI0'
O知町一-on×102 
土壌:高坂土壌
-一一一一・ nX10
3 
企ー---A対照区
+ 
48 
す
72時間
フアージの多くは系統特異性であるがその中でも polyvirulentなものから宿主範囲の
せまいものまで多岐にわた♂) 実際に土壌中の軟腐病菌をフアージで効率的に検出する
にはそのフアージの宿主範囲をしらべる必要がある.このため1973年-1974年に鶴岡市
周辺で野菜類軟腐病々斑から分離した 168菌株を用いフアージの宿主範囲をしらベた.検
定法は画線法24，3りおよび溶菌斑形成法である(第10表)，
第10表軟腐病菌のフアージ感受性
番号 分離月日 分離場所 分離 源
フアージ感受性
Ap Bp Cp 
1973年分離菌株 6. 19 下山添 ハクサイ a 
2 /1 1 /1 /1 
3 /1 /1 /1 /1 
4 /1 1 /1 /1 
5 /1 1 /1 b 
6 H /1 1 /1 
7 1 1 /1 c 
8 /1 /1 /1 /1 
9 6. 27 両 坂 /1 a 
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番号 分離月日 分離場所 分離源
フアージ感受性
Ap Bp Cp 
1973年分離菌株 10 6. 27 両 坂 ハクサイ a + 
11 1 1 1 1 
12 1 1 1 b 
13 1 1 1 c 十
14 1 1 1 1 + 一15 1 1 1 1 + 
16 6. 28 附属農場 1 a 
17 1 1 1 b 
18 1 1 1 c + 
19 H 1 1 d 十
20 1 1 1 e + 
21 1 1 1 f + 
22 1 1 1 E 十
23 1 1 1 h + 
24 6. 29 持 坂 1 a 
25 H 1 1 1 
26 H 1 1 b 
27 1 1 1 1 
28 H 1 キャベツ a 
29 1 1 1 b 
30 7. 2 1 ハクサイ a 
31 1 1 1 H 
32 1 1 1 H 
33 1 1 1 b 
34 1 1 1 1 
35 1 1 1 H 
36 7. 3 日 校 1 a 
37 H 1 1 1 
38 H 1 1 b + 
39 1 1 1 1 + 
40 1 1 1 c + 
41 1 1 1 H 
42 N 1 キャベツ a 
43 1 1 1 H 
44 H 1 1 b 
45 H 1 1 1 
46 1 1 1 c 
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番号 分離月日 分離場所 分離源
フアージ感受性
Ap Bp Cp 
] 973年分離菌株 47 7. 4 赤川堤防下 キャベツ a 
48 /1 1 /1 /1 
49 /1 /1 /1 H 
50 /1 /1 /1 /1 
51 /1 /1 /1 b 
52 /1 /1 /1 /1 
53 /1 /1 N /1 
54 /1 /1 /1 /1 
55 7 6 丸 岡 タポイコン a 
56 /1 /1 /1 /1 
57 /1 H /1 /1 
58 7. 12 I筒 坂 ハクサイ a 
59 /1 /1 J /1 
60 /1 /1 /1 b 
61 /1 H /1 /1 
62 /1 /1 ターイコン a 
63 /1 /1 /1 /1 
64 9目]1 附属農場 ハクサイ a 
65 /1 
66 i 
67 10. 2 市 飯 ダイコン a + 
68 /1 /1 /1 /1 十
69 /1 /1 /1 b 十
70 /1 /1 /1 /1 + 
71 ] O.] 2 赤川堤防下 ハクサイ a 
72 /1 /1 /1 /1 
73 /1 /1 H b 
74 /1 /1 H /1 
75 /1 H ダイコン a 
ト一向
76 /1 /1 H H 
77 10. 13 大 山 ハクサイ a 
78 /1 /1 /1 /1 
79 /1 /1 H b 
80 /1 /1 H /1 
81 /1 /1 H c 
82 /1 /1 H /1 
83 10. 17 高 坂 ハクサイ a 
358 
フアージKよる土境中の軟腐病菌の検出法 ←富樫 43 
番号 分離月日 分隊場所 分離源
フアージ感受性
Ap Bp Cp 
1973年分離菌株 84 10. 17 局 坂 ハ クサイ a 
85 /1 /1 /1 b 
86 l /1 /1 /1 
87 10. 18 下山 l添 /1 a 
88 /1 /1 /1 』
89 /1 /1 /1 b 
90 /1 /1 /1 c 
91 /1 /1 1 /1 十
1974年分離菌株 92 7. 3 局 坂 キャ ベ ツ a 
93 1 1 H 1 
94 7 9 附属農場 ダイコン a 
95 1 1 1 1 
96 7. 10 I旬 坂 タイサイ a 
97 1 1 1 1 
98 /1 1 /1 b 
99 1 1 1 ρ 
100 1 1 ハ クサイ a 
101 1 1 / /1 
102 1 /1 H b 
103 /1 H H 1 
104 9. 10 附属農場 サトウイモ a 
105 1 1 1 1 
106 i 1 1 1 
107 H 1 ノ、ブ寸Fサイ a 
108 1 1 1 1 
109 H 1 1 b 
110 l 1 1 1 
111 1 両 坂 ダイコン a 
12 1 /1 ρ b 
113 H 1 1 1 
114 1 1 ネ ギ a 
115 10 8 H ハクサイ a 
116 1 1 /1 1 
117 1 1 1 H 
118 1 H 1 1 
119 1 小真木 ハ クサイ a 
120 10. 11 /1 タイサイ a 
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番号 分離月 日 分離場所 分 離 源
フアージ感受性
Ap Bp Cp 
1974年分離菌株 121 10. 11 小 真木 タイサイ b 
122 /1 /1 /1 /1 
123 /1 H ハクサイ a 
124 /1 H /1 /1 
125 /1 H /1 /1 
126 /1 日 枝 ハクサ イ a 
127 /1 N /1 /1 
128 H /1 /1 b 
129 /1 N /1 /1 
130 /1 " /1 c 
131 /1 /1 H /1 
132 /1 H /1 /1 
133 /1 /1 /1 d 
134 /1 /1 ダイ コン a 
135 /1 /1 /1 /1 
136 /1 H /1 b 
137 /1 " H c 
138 /1 /1 /' H 
139 /1 /1 ノ、ナヤサイ a 
140 H /1 /1 H 
141 /1 /1 /1 b 
142 /1 /1 /1 /1 
143 /1 /1 /1 /1 
144 10. 17 高 坂 ハクサ イ a 
145 /1 /1 /1 /1 
146 /1 /1 /1 /1 
147 H /1 /1 b 
148 /1 /1 /1 1 
149 H 1 タイ サイ a 
150 /1 " 1 1 
151 H " 1/ /1 
152 1 1 タ'イコン a 
153 1 /1 1 /1 
154 /1 /1 1 /1 
155 1 /1 1 b 
156 1 1 /1 1 
157 ] O.27 下 山 添 タイ サイ a 
360 
フアージによる土嬢中の軟腐病菌の検出法一一富樫 45 
番号 分離月日 分離場所 分雛源
フアージ感受性
Ap Bp Cp 
1974年分離菌株 158 10. 27 下山添 ハクサイ a 
159 !I !I !I !I 
160 /1 /1 /1 b 
161 /1 /1 H H 
162 /1 H 1 c 
163 ./1 !I H /1 
164 /1 !I ダイコン a 
165 /1 /1 /1 !I 
166 /1 H /1 b 
167 !I !I !I !I 
168 /1 /1 タイサイ a 
指 刀可 菌 A + 
B + 
C + 
a， b， c ".…は個体を示す.
+は反応したこと， は反応しなかったことを示す.
1973年に分離した91菌株のうち Apと反応したのは 14菌株で約 15%であった.これ
らの菌株は散発的な分布でなく，ある病斑に局在して分布している傾向があった. しかし
Bpと反応するものはなく，また Cpと反応するのはわずか4菌株にすぎなかった.
1974年に分離した77菌株の中にはフアージと反応するものはなかった.
4 ハクサイ根圏土壌での軟腐病菌の生存
希釈平板法では土壌に添加した軟腐楠は急速に減少し検出されなくな♂) このため
その後の奮の行動は不明で軟腐病の感染源としての役割もわかっていない.このような場
合フアージ感受性菌を用いれば土痩に生息している軟腐病菌と区別することができその行
動を追跡できる.本項ではこれまでの invitroでの諸結果の応用としてフアージ感受性
菌をハクサイ根掴に添加しその生存を検討した.
1963年5月2日ハクサイ播種. 5月M 日その主根部に各々軟腐病菌A，Bの生理食塩
水懸濁液(10'/m.tの菌数を含む)2 m.tを添加した.その後定期的に根闇土壌の軟腐病菌
を検出した(第 11表). 希釈平板法では添加7日まで検出されたがそれ以後検出されな
かった.フアージ法では約 1ヶ月間その生存が確認された.軟腐病は7月初めから発生し病
原菌を分離した.その中からAおよびBの集落を無作為に各々50個選びフアージ感受性を
検定したところ，感受性を示すものがあった.対照区の分離菌株は全く感受性がなかった
のでフアージ感受性菌は添加した菌と同じものと判定できる.この結果は根圏に添加され
た軟腐病菌は 10'以下の低密度で生存し軟腐病をひきおこしうることを示している.
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第 11表 ハクサイ根圏土壊中での軟腐病菌の生存
ハクサイ 培養
フアージ数 (0.05mJ?あたり)
根闇への軟 5月24日 5月31臼 6月7日 6月14臼 6月21日 6月28日
腐病菌添加 時間 ( 0日) 1(7日後)1(14日後)1(21臼後)1(28日後:)1(35日働
添加区
O 1.3X10' 1.0 X 10' 1.9 X 10' 2.6XICf l.lX1o' 2.2 XI0' 
24 7.5X10' 8.0 XlO' 6.2 Xlぴ 9.5 X 10' 5.2Xld 1.2 X 10‘ 
Ap 。1.8 X 10' 7.4 X10' 1.6 X 10' 1.8 X 10' 7.6 X 10' 2.6XlO' 
無添加区
24 1.4XI0' 8.1 X 10' 1.0 X 10' 5.4 X 10' 8.8 XI0' 3.4 XlO' 
添加区
O 5.4XI0' 3.6 X 10' 2.1 X 102 1.9 X 102 5.5X 10' 3.5 XlO' 
24 2.5XI0. 3.0 X 10. 1.2 X 10' 4.4 X 10' 6.9 X 10' 1.2 X 10' 
Bp 
O 2.8' X 10
2 
3.6 X 10' 1.4 X 102 1.6 X 10' 5.7X10' 1.9 X 102 
無添加区
24 1.4 X 1O~ 3.2Xlげ 1.6 X 10' 1.2 X 10' 4.6 X 10' 1.8 x102 
フアージ数はハクサイ 2個体の平均値で示した.
W 考 察
これまでフアージの存在が知られている植物病原細菌は 5 属 31 種にのぼQ20~ 種又は系
統特異性を有するため，病原菌の分類ヂ，2制 同定?ゆ)検出定£3M6) 発生予'fl-.'lJ，27九
どの手段として用いられている.
軟腐病菌のフアージもかなり前から分離されているが 1，11，23，38)その応用的な研究例は少
なく検出法の検討もなされていない. フアージによる病原菌の検出法は操作が簡単で短期
に結果を判定できる利点があるや，11，21) しかしわずかな条件の違いによって結果が著しく
変ることのある2)病原菌とフアージとの関係を基盤にしている.これに加えて土壌を含む
開放系で円±壌微生物の増殖，培地の pHの変化?5)代謝産物の蓄積5，6)土壌粒子へのフア
ージの吸着祉どがおこり両者の関係は一層復雑になるそ)このことは本実験での閉鎖系と土
襲臆渇液中でのフアージの増殖の違L、からも察することができる.すなわち，土壌懸濁液
でフアージの増殖は抑制されて誘導期が長くしかも定常期におけるレベルも低い.フアー
ジによる病原菌の検出ではフアージの増殖で間接的に病原菌の存在を判定するからこの抑
制は大きな障害となる. しかしながら抑制の程度は病原菌やフアー ジによって異なり，例
えばカンキツかし、ょう病菌 Xanthomonascitriのフアー ジは土壌の存在で増殖が強く抑
制される?このためフアージによる検出は困難である.これに対してインゲン葉焼病菌
)f. thaseoliフアー ジではこの抑制が弱く容易に病原菌を検出することができる1)このよう
にフアージによる検出法の有効性は他の微生物によってフアージの増殖が抑制される度合
で決るといえよう. したがって病原菌の検出にフアージを利用する場合にはその性質や増
殖について充分調査する必要がある.本実験に用いた軟腐病菌フアージは土痩懸濁液でも
比較的安定して生存し，遠心分離操作による沈殿や土壌粒子への吸着によってその数が大
きく変動することはなかった.また土壌懸濁液中での増殖は抑制されるが軟腐病菌の存在
を判定するのに充分な数に達した.これは病原菌の飢餓状態，土壌の種類によっても変ら
ない.このためフアージを用いることにより土壊 19-あたり 10'_10'の低いレベルの菌数
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まで検出できるので有効な検出法であると考えられる.なお溶菌斑形成においてイネ白葉
枯病菌のフアージ 9)e同じように10%内外の誤差があることがあるから軟腐病菌の検出は
同一条件下での10倍以上のフアージ数の増加で判定する必要がある.
フアージによる検出法の実用的な価値を決めるもう 1つの因子はフアージの宿主範闘で
ある抑この点本フアージは非常に特異性がたかい.すなわち，鶴岡市周辺の軟腐病菌で本
フアージと反応するものはきわめて少なかった. したがってこの種のフアージは感受性菌
の個生態的な研究には有効な手段となるがほ場の軟腐病菌すべてを検出することはできな
い.ほ場の軟腐病菌は細菌学的諸性質の異なる系統からなっており32)当然フアージ感受性
も違うと推定される. このためこの種の目的の研究には多数の系統のフアージを組合せた
り，宿主範囲の広いフアージを用いたりしなければならない.一般に土壌から分離したフ
アージは宿主範囲が広いりといわれ， この種のフアージを用いるのも 1方法であろう.同
時に他の植物病原菌で行なわれている lysotypeの調査18・24'37)が軟腐病菌にとっても必要
であり，そうすることによってフアージによる検出法の適用範囲がさらに広くなると考え
られる.
V 摘 要
フアージを用いて土壌中の軟腐病菌を検出する方法について検討した. ブアージで土壌
中の軟腐病菌を検出できるか否かを確めるため殺菌又は非殺菌土壌を含むブイヨンでフア
ージの増殖と病原菌の菌数，土壌微生物，培養温度などとの関係を調べた.すなわち，土
壌 19を含む 10msの培地に種々のレベルの数の病原菌と既知の数のフア}ジを加えて培
養しフア」ジの増殖を溶菌斑計数法で、調べた.病原菌，ブアージはL、ずれもハクサイ中肋
の病斑から分離した.
この結果， 20 -25・Cで 24-48時間培養することにより土壌 1fJあたり 1o'-](fの数
の軟腐病菌を検出することができた. しかし供試のフアージは非常に特異性がたかいので、
本フアージに感受性菌以外の系統の軟腐病菌を検出することは困難であると考えられる.
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Summary 
The present pap巴rdescribes an application of the phage technique to the 
detection of the soft rot bacteria (Erwinia stt.) in soils. In order to confirm 
reliabi1ty of the technique， the effects of the number of the organisms， presence 
of soil saprophytes and tempereture of incubation etc， on the multiplication of 
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the phages were investigated in nutrient broth media containing sterilized or 
unsterilized soil， respectively. Therefore， the nutrient broth (10 ml) with soil (1 g) 
was simultaneously inoculated with the organisms at different levels and the 
phages of known titre then incubated at different temperatures. During the 
incubation， increase in phage partic1es was examined by the plaque count 
method. 
Both the organisms and the phages were isolated from the soft rot lesion 
in the petioles of chinese cabbage. 
It was fO¥lnd from the present work that the organisms could be detected 
at least at a level of nearly 101-102jg in soils by the mu1tiplication of the 
phages after incubation at 20-25・Cfor 24-48 hrs. 
As the phages were very specific， itseemed to be difficult to detect the 
organisms in soils other than those sensitive to the phages. 
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